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PRO CEDE BIOLOQIQUB DE DETOXICATION D'UN MILIEU LIQUIDS ALIMENTAIRE 

La pr^sente Invention est relative & un proc6de biologique de 

5 decontamination des mycotoxines pr6sentes dans un produit alimentaire liquide par 
adsorption de cclles-ci sur des fibres vegetales insolubles, a un procdd6 brassicole 
cornportant au moins une etape de decontamination selon ce procede, ainsi qu'aux 
produits alimentaires au moins partiellement detoxifies susceptibles d'etre obtenus en 
mettant en ocuvre un tel procede. 

10 L'importance de 1'innocuite des aliments pour la securite alimentaire 

a ete largement reconnue, en particulier par les divers gouvemements qui ont participe 
en 1992 a la Conference Internationale sur la Nutrition ("International Conference on 
Nutrition") qui s^st d6rouiee k Rome (Italie) et en 1996 au Sommet Mondial sur 
1'Alimentation ("World Food Summit") de Rome (Italie). La qualite et la securite des 

15 aliments peuvent etre menacees par un grand nombre de facteurs, y compris par la 
presence de toxines naturelles. 

En effet, parmi la longue liste de toxines pouvant naturellement se 
retrouver dans les produits d'alimentation courante, les mycotoxines repr6sentent une 
categorie tres importante qui figure parmi les plus etudiees dans la mesure ou leur 

20 ubiquite et leurs effets nefastes sur la sante humaine et animale provoquent une 
inquietude g6nerale (FAO, 1999, "Preventing Mycotoxin contamination", Publication 
n°23, Rome, Italie, p 55). 

Les produits agri coles sont les cibles potentielles de ravageurs et de 
maladies. lis portent une flore microbienne variable et nombreuse comprenant 

25 principalement des bacteries, des levures et des champignons filamenteux. Leur 
presence peut notamment provoquer une deterioration de la qualite des produits 
agricoles, allant parfois jusqu'a leur destruction pure et simple. 

Parmi ces microorganismes, les champignons filamenteux sont 
responsables de la production des mycotoxines, qui s'observe au cours de la croissance 

30 des produits agricoles dans les. champs ou bien au cours de leur stockage dans des 
conditions propices dTiumidite et de temperature. Les principaux genres de 
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champignons (fungi) producteurs de mycotoxines sont Penicillium, Fusarium, 
Aspergillus et Alternaria. 

Les mycotoxines sont des metabolites secondares de composition 
chimique tr6s variable, mais en g£n£ral de faible poids moteculaire. Leurs effets 

5 n6fastes sur la sanfe humaine, qu'ils soient aigus ou chroniques, sont aussi Xrhs varies. 
Leurs cibles sont principalement les reins, le foie, le tractus gastro-intestinal ct les 
systdmes nerveux et immunitaires. A ce jour, environ cinq cents mycotoxines ont 6t6 
ddcouvertes et leur nombre ne cesse d'augmenter au fiir et k mesure que la recherche 
avance. Toutefois, seule une vingtaine sont bien identifies comme une menace r£elle 

10 pour la s6curit6 alimentaire. Parmi les differcntes families de mycotoxines rencontr6es 
dans les produits alimentaires, on peut notamment citer les Aflatoxines (AFLA) 
composes des aflatoxines Bj, B 2 , Gi et G2, rAlternariol, la Fumonisine (FB), 
rOchratoxine A (OTA), la Patuline (PAT), les Trichofecenes dont la Vomitoxine, la 
Sferigmatocystine et la Z6aral6none (ZEA). En fonction de leur nature, ces 

1 5 mycotoxines peuvent avoir des effets n£fastes divers sur la sanfe humaine ou animale ; 
elles peuvent notamment etre hepato et immunotoxiques, carcinogenes, feratogdnes, 
neurotoxiques, n^phrotoxiques, ou bien encore entrainer des troubles digestifs ou des 
hSmorragies. 

Les principales denrees alimentaires susceptibles d'etre contaminees 
20 par les mycotoxines sont les cereales, les noix, les fruits sees, le cafe, le cacao, les 
6pices, les graines ol6agineuses, les pois et les feves, ainsi que les fruits. Leurs 
produits derives peuvent done €tre contamines, suivant la stability de la toxine au 
cours du processus de transformation. II en resulte que ces mycotoxines, et notamment 
TOTA, peuvent etre transmises k de nombreux produits de consommation courante 
25 tels que le vin, la biere, le pain et les produits d6riv6s du cafe et du cacao (Abarca ML. 
et al., J. Food Prot., 2001, 64(6), 903-906 ; Walker R., Adv. Exp. Med. Biol., 2002, 
504, 249-255). II existe 6galement un risque non negligeable de contamination 
secondaire via differentes denrees d'origine animale telles que la viande, le lait, les 
oeufs et les fromages (Pittet A., Revue M6d. Vet., 1998, 149, 479-492). 
30 La contamination des produits alimentaires liquides pr6par6s a partir 

de grains ou de fruits, par les mycotoxines est un sujet d'inquietude croissant pour les 
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industriels de l'agro-alimentaire et en particulier pour les brasseurs. En effet, 
ramdioration des outils de detection et de quantification a permis de mettre en 
lumiere la presence de diverses mycotoxines dans la btere (voir notamment Scott P.M. 
et al. f Food Addit. Contain., 1995, 12(4), 591-598 ; Scott P.M., J. AOAC Int., 1996, 

5 79(4), 875-882) et Scott P.M. et al. 9 J AOAC Int., 1997, 80(6), 1229-34. Au cours du 
processus brassicole, une certaine degradation des mycotoxines a lieu mais les 
donn£es sont variables et lacunaires ; une disparition totale des toxines est rarement 
atteinte. La presence de mycotoxines, et en particulier d'OTA, dans la bi6re a 6t6 
recens6e dans de nombreuses Etudes (voir notamment Tarticle de Nakajima M. et al., 

10 J. AOAC Int., 1999, 82, 897-902). Les concentrations trouv^es sont g&ifralement 
faibles et souvent en dessous de la limite proposge de 0,2 \ig d'OTA/l de bifere. 
Cependant, de fortes concentrations sont parfois d6tectees et une consommation 
assidue peut provoquer un d£passement de la dose journalise acceptable (DJA) 
(Stettner G., 2001, "Nachweis und Verhalten von Deoxynivalenol und Ochratoxin A 

15 wahrend der Bierbereitung". Lehrstuhl jur Technologie der Brauerei II, Technische 
Universitat Miinchen, Deutschland). De plus, un certain nombre de gouvernements, de 
plus en plus conscients des problemes U6s aux mycotoxines, sont sur le point de 
16gif£rer k ce sujet. 

II existe par ailleurs un tres grand nombre d ! articles s'int6ressant a ce 

20 probleme au niveau plan6taire parmi lesquels on peut notamment citer ceux de Wolf- 
Hall CE. et al. 9 Adv. Exp. Med. Biol., 2002, 504, 217-226 ; Tangni E.K. et aL 9 Food 
Add. Contam., 2002, 19(12), 1 169-1 179 et Odhav B. et a/., Food Add. Contam., 2002, 
19(1),55-61. 

Les mycotoxines sont des composes tres stables et resistants a la 
25 majorite des processus de transformation des produits agro-alimentaires. Par 
consequent, et compte tenu de leurs effets nefastes sur la sante, il est de la plus grande 
importance de pouvoir disposer de moyens efficaces permettant : 

- soit de prSvenir la contamination des produits alimentaires, 

- soit de les decontaminer avant et/ou apres leur transformation. 

30 La premiere approche n'est pas toujours realisable compte tenu des 

conditions de culture ou de stockage des matieres premieres. La deuxieme approche 
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doit done etrc mise en oeuvre au niveau industriel et divers proc&tes physico- 
chimiques ou biologiques ont d£j& 6t6 proposes dans ce sens. Ces precedes de 
decontamination peuvent etre classes en deux grandes categories : 

1) la premiere categorie consiste h d6grader les toxines en des 
S produits moins toxiques ou non toxiques afin que leur ingestion soit moins 

prejudiciable a 1'organisme ; 

2) la seconde categorie consiste a utiliser des adsorbants afin de 
retenir, au moins en partie, les mycotoxines. Ces adsorbants sont soit utilises au cours 
de la fabrication des produits alimentaires afin que les produits finis destines a £tre 

10 consommds contiennent la plus faible quantite possible de mycotoxines r£siduelles, 
soit ajoutes aux aliments consommes pour en diminuer la biodisponibilite. Cette 
Elimination est g6n£ralement r£alisee au moyen dc matdriaux aptes a filtrer ou k 
adsorber les mycotoxines de fa$on a en diminuer la disponibilite. 

Parmi les documents de Tart anterieur decrivant des procedes de 

15 filtration, on peut notamment citer le brevet am£ricain US 5,248,382 qui d£crit une 
m£thode pour r£duire le taux de mycotoxines dans les jus de fruits, et en particulier le 
taux de patuline, au moyen d'une filtration sur une r£sine microporeuse capable de 
retenir la patuline par ch6misorption et dans iaquelle le diametre des pores est inferieur 
a 20 Angstrom. Bien qu'efficace, cette methode presente Tinconvenient de mettre en 

20 ceuvre un materiel specifique et couteux. 

Dans les nombreux documents de Tart anterieur decrivant des 
procedes appartenant a cette seconde categorie, les mycotoxines sont eiiminees par 
Taction d'adsorbants generalement inorganiques tels que les phyllosilicates comme les 
argiles et les aluminosilicates sodiocalciques hydrates (HCSAS), les charbons actifs et 

25 certains polymeres speciaux. Dans ce domaine, on peut notamment faire reference : 

- a la demande de brevet allemand DE 3 810 004 concernant 
Tutilisation de bentonites ; 

- a l'article de Arimoto-Kobayashi S et al., Mutat. Res., 1997, 
381(2), 243-249 divulguant la capacite detoxifiante d'un materiel mixte a base de 

30 chlorophylle, de polyglucosamine et de chitosan vis-^-vis de l'aflatoxine ; 
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- k la demande internationale WO 02/052950 concernant ^utilisation 
d'une poudre adsorbante k base de zeolite renfermant plus de 80 % d'un melange de 
clinoptilotite et dlieulandite et un compost ammonium quaternaire k chaine grasse ; et 

- k la demande internationale WO 02/40150 qui d6crit Putilisation de 
5 silicates lamellaires actives par de 1'acide pour l'adsorption des mycotoxines. 

11 existe aussi des m£thodes mettant en oeuvre des proc6d6s de 
decontamination biologique. Dans ce domaine, on peut notammcnt citer la demande 
internationale WO 98/34503 qui dicrit une m&hode de traitement de produits 
biologiques containing par des mycotoxines dans laquelle le produit contamin6 est 

1 0 mis cn contact avec des bacteries lactiques ou propioniques. 

L'ensemble de ces proc6d6s ne peut cependant pas toujours Stre 
utilise pour la detoxication des produits alimentaires au niveau industrial dans la 
mesure ou ils ne sont pas en totale adequation avec les imp6ratifs de cout, de 
conservation des propri£t£s de 1'aliment et d'innocuite des produits de degradation 

1 5 generes au cours de ces procedes. Par ailleurs, les adsorbants actuellement disponibles 
sur le marche peuvent causer une certaine perte de nutriments au sein du produit 
alimentaire final ou bien leur mauvaise utilisation metabolique. 

11 existe done un reel besoin de mise au point d'un procede de 
detoxication directement applicable aux produits alimentaires liquides issus de grains 

20 ou de fruits notamment et en particulier au processus brassicole. 

Les Inventeurs se sont donnes pour but de pourvoir k un procede 
biologique de detoxication de milieux alimentaires liquides permettant de remedier k 
Pensemble de ces inconvenients, et qui soit facilement et directement applicable a la 
detoxication de produits alimentaires et en particulier k la biere. 

25 A cette occasion, les Inventeurs ont mis en evidence, de fa$on 

surprenante, que l'adsorption des mycotoxines sur des fibres vegetales insolubles 
permet de decontaminer des milieux alimentaires liquides et par voie de consequence 
d'eiiminer de fa?on significative les mycotoxines susceptibles d'etre pr6sentes dans les 
produits alimentaires en derivant. 

30 Ce phenomene est a la base de la presente Invention. 
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La pr£sente Invention a done pour objet un proc£d£ biologique de 
decontamination des myeotoxines dans un milieu alimentaire liquide, caracteris6 par le 
fait qu'il comprend au moins les Stapes suivantes : 

- ('adsorption d'au moins une partie des myeotoxines susceptibles 
S d'etre pr^sentes dans le milieu alimentaire liquide h d£contaminer par mise en contact 

dudit milieu avec des fibres v£getales insolubles, ct 

- reiimination desdites fibres sur lesquelles les myeotoxines sont 

adsorbees. 

Le proc6d6 biologique conforme & la pr6sente Invention est base sur 
10 l'effet adsorbant des fibres v£g£tales insolubles vis-i-vis des myeotoxines. II apporte 
une solution particulierement efficace et facile & mettre en oeuvre k moindre cout pour 
la decontamination en myeotoxines des produits alimentaires liquides et ce 
gendralement sans modification majeure des proc£d£s de fabrication habituellement 
utilises. 11 est en outre avantageusement directement utilisable au cours du processus 
1 S brassicole pour lequel il presente notamment l'avantage de faciliter l'6tape de filtration 
et d'ameliorer la stability de la mousse. 

Selon une forme de realisation avantageuse du proc6de conforme k 
rinvention, les fibres v^getales insolubles sont choisies parmi les fibres issues : 

- de v£g£taux alimentaires tels que les c£r£ales, les legumineuses, les 
20 plantes potageres, les fruits y compris tropicaux, et plus gen6ralement toute plante 

utilis^e a des fins alimentaires, 

- de v£getaux utilises par l'industrie du papier tels que les arbres, la 
canne a sucre, le bambou et la paille de c6r£ale. 

Parmi les fibres issues de cereales, on peut en particulier citer les 
25 fibres de bie, d'orge, d'avoine, de mai's, de millet, de riz, de seigle, de sorgho, et leurs 
equivalents maltes. 

Selon l'invention, on entend par equivalent malte les grains germ6s 
dont la germination a 6t6 stoppee par un traitement thermique, puis debarrasses de 
leurs germes. 
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Parmi les fibres issues de v£g6taux alimentaires autres que les 
c6r6ales, on peut notamment citer les fibres issues des pommes, des poires, des grains 
de raisins, des graines de lupin et de soja, des tomates, des pois, du cafe, etc. 

Parmi les fibres de c£r£ales, on pr£ftre tout particuli&rement : 
5 - les isolats de fibres de b!6 vendus sous la denomination 

commerciale Adfimax® 95, et en particulier l'Adfimax® 95 "y" et l'Adfimax® 95 ; 

- les fibres de bl6 micronisees vendues sous les denominations 
commerciales Adfimax® 48 et Adfimax® BW ; 

- les fibres d'orges micronisees vendues sous la denomination 
10 commerciale Adfimax® 76, et en particulier l'Adfimax® 76 et l'Adfimax® 76 "m" 

(medium) ; 

- les fibres d'avoine micronisees vendues sous la denomination 
commerciale Adfimax® 82 ; 

- les fibres de pommes micronisees vendues sous la denomination 
1 5 commerciale Adfimax® 75 ; 

- les fibres de raisin micronis6es vendues sous les denominations 
commerciales Adfimax® 59 (fibres de pulpe) et Adfimax® 64 (fibres de pepins) ; 

- les fibres de pois micronisees vendues sous les denominations 
commerciales Adfimax® 90 et Adfimax® 56 ; 

20 - les fibres de lupin micronisees vendues sous la denomination 

commerciale Adfimax® 84 ; 

- les fibres de soja micronisees vendues sous la denomination 
commerciale Adfimax® 80 ; 

toutes ces fibres etant disponibles auprds de la societe REALDYME 
25 (28700 Garancieres en Beauce, France). 

Selon une forme de realisation avantageuse et astucieuse de 
l'lnvention, la ou les fibres vegetales utilis£es sont choisies en fonction de la nature des 
milieux alimentaires liquides a decontaminer, c'est-a-dire parmi les fibres de la meme 
origine que celle des produits entrant dans la composition de base des milieux a 
30 decontaminer. On pourra par exemple utiliser de preference des fibres de pommes 
pour la decontamination des jus de pommes ou bien des fibres d'orge pour la 
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decontamination de la bi£re. 

La nature des fibres utilises conform^ment au procede de 
1'Invention peut egalement etre choisie en fonction de la nature de la ou des 
mycotoxines susceptibles d'etre pr6sentes dans le milieu alimentaire liquide & 
5 dlcontaminer. 

Ainsi, en ce qui concerne I'adsorption de l'OTA, on utilisera de 
preference les produits Adfimax® 95, Adfimax® 82, Adfimax® BW, Adfimax® 75, 
ou leurs melanges. 

En ce qui concerne I'adsorption du deoxynivafenol (DON), on 
10 utilisera de preference P Adfimax® 95, Adfimax® 48, Adfimax® 90, ou leurs 
melanges. 

En ce qui concerne la FB, on utilisera de preference 1' Adfimax® 82. 
En ce qui concerne I'adsorption des aflatoxines, et en particulier de 
1'aflatoxine Bl (AFB1), on utilisera de preference T Adfimax® 82. 

15 Selon une forme de realisation particulierement avantageuse du 

procede conforme k 1'Invention, les fibres vegetales sont de preference choisies parmi 
les fibres micronisees. Les Inventeurs ont en effet constate que ^utilisation de fibres 
v6getales micronisees permettait d'augmenter de fa?on tres significative la quantite de 
mycotoxines adsorbee par gramme de fibres par rapport a la quantite de mycotoxines 

20 adsorbees sur des fibres vegetales non micronisees. 

La micronisation est un procede qui permet de r6duire la taille des 
particules. Ainsi, selon cette forme de realisation particuliere, les fibres vegetales se 
presentent alors de preference sous la forme de microparticules dont au moins 90 % de 
la masse totale des microparticules presentent une taille inferieure ou 6gale a 700 \xm 

25 et encore plus preferentiellement dont au moins 90 % de la masse totale des 
microparticules presentent une taille inferieure ou egale a 200 \xm ; la granulomere 
etant mesuree par tamisage sur un tamis A 200 LS Air Jet Sieve commercialise par la 
societe Alpine (Augsburg, Allemagne). De telles fibres peuvent notamment etre 
prepares selon le procede decrit dans la demande de brevet FR 2 433 910. 

30 Selon 1'Invention, on prefere tout particulierement utiliser des fibres 

telles que P Adfimax® BW, qui sont des fibres de bie micronisees sous forme de 
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microparticules dont au moins 90 % de la masse totale des particules pr&entent une 
taille inferieure ou egale k 200 Mm. 

Par ailleurs, et afln d'6viter toute absorption du milieu par les fibres 
lors de leur mise en contact avec le milieu alimentaire liquide k decontaminer, le 
5 proc&te conforme k 1'Invention comprend en outre de preference une etape 
preiiminaire au cours de laquelle les fibres sont hydratees. Cette hydratation pr6alable 
des fibres n'affecte pas de mani&re significative leur potentiel d'adsorption vis-&-vis 
des mycotoxines. 

Selon le proc&te conforme k l'lnvention, la quantity de fibres 
10 v6g6tales introduce dans le milieu liquide a decontaminer est de preference comprise 
entre 0,1 et 20 % et encore plus preferentiellement entre 0,5 et 5 %, ces pourcentages 
£tant exprim6s en poids de fibres (avant hydratation 6ventuelle) par litre de milieu. 

La mise en contact du milieu alimentaire avec les fibres v6g6tales est 
de preference r6a1is£e pendant une dur£e pouvant varier entre quelques secondes et 90 
15 minutes, plus preferentiellement entre 5 et 45 minutes. Les Inventeurs ont en effet 
constate que le phenomfene d'adsorption se produit tr£s rapidement et est irreversible k 
temperature constante au moins pendant 48 heures. 

Le pH du milieu alimentaire liquide n'est pas critique selon 
Tlnvention, cependant la mise en contact avec les fibres v6g6tales est de preference 
20 realisee k un pH acide compris entre 1,5 et 7. Lorsque le precede conforme k 
Tlnvention est integre k un processus brassicole, le pH du milieu alimentaire liquide 
est de preference compris entre 5,2 et 5,4. 

Par ailleurs, en ce qui concerne l'adsorption de 1'OTA, les Inventeurs 
ont mis en evidence de fa?on surprenante que le pourcentage de mycotoxines retire du 
25 milieu pour une quantite donn6e de fibres v6getales insolubles, et en particulier de 
fibres Adfimax® BW, est multiplie par deux environ lorsque le pH du milieu passe 
d'une valeur de 6 environ k une valeur de 2,5 environ. 

Le pH du milieu peut naturellement etre ajuste a la valeur desiree au 
moyen d'agents alcalinisants ou acidifiants tels que ceux habituellement utilises dans 
30 Tindustrie agro-alimentaire. 

Bien qu'elle ne soit pas critique non plus, la temperature du milieu k 
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decontaminer peut egalement avoir une influence sur la quantity de mycotoxines 
adsorb£e pour une quantity donnee de fibres, cettc quantity ayant generalement 
tendance k diminuer au fur et & mesure que la temperature augmente. Ainsi, selon une 
forme de realisation avantageuse du procede conforme h rinvention, le milieu est 

5 maintenu & une temperature comprise entre 7 et 80°C environ et de preference entre 20 
et 30°C environ pendant toute la duree de la mise en contact. 

Parmi les differents milieux alimentaires liquides pouvant etre 
decontamines selon le procede conforme a rinvention, on peut notamment citer la 
bi&re, les melanges de malt et d'eau et la maische des processus brassicoles, le vin, le 

1 0 cafe, les jus de fruits, le lait et les sirops de glucose. 

L'eiimination des fibres k la fin de la periodc de mise en contact est 
de preference realis6e par filtration selon les techniques connues et habituellement 
utilis£es par THomme de Tart & cet effet. 

Selon une variante de rinvention, les etapes de mise en contact du 

15 milieu alimentaire liquide a decontaminer avec les fibres vegetales insolubles d'une 
part et ^elimination desdites fibres sur lesquelles les mycotoxines sont adsorbees 
d'autre part peuvent 6tre realisees simultanement. Dans ce cas, retape d'eiimination 
des fibres est generalement une etape de filtration et les fibres vegetales insolubles 
peuvent alors par exemple faire partie integrante d'un systeme de filtration, et en 

20 particulier se presenter sous la forme d f un adjuvant de filtration. 

Le procede de decontamination conforme h rinvention et tel qu'il 
vient d'etre decrit ci-dessus pr6sente Tavantage de pouvoir etre directement integr6 au 
processus brassicole sans qu'il ne soit necessaire d'en modifier significativement les 
etapes. 

25 Celui-ci fait intervenir principalement trois ingredients qui sont le 

malt d'orge, Teau et le houblon. La fabrication peut se faire de differentes manieres 
bien connues de Thomme de Tart, mais on peut generalement distinguer quelques 
grandes etapes qui sont : 

- le maltage qui comprend la germination des grains prealablement 

30 trempes, 
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- le brassage proprement dit qui reprdsente la mise en solution des 
mati£res solubles du malt d6j& partiellement degrades par la germination et des grains 
crus, et qui conduit & 1'obtention d'une maische, 

- la filtration de la maische, 

5 - l'6bullition : le filtrat (egalement d6nomm£ moOt), est ensuite porte 

h Ebullition pendant des durdes variables puis refroidi, 

- la fermentation du moGt et son inoculation au moyen de levures, 

- la garde : c'est le temps de maturation de la biere variable selon les 

bifcres, 

10 - la filtration : apr6s sa periode de garde, la bi&re est h nouveau 

filtr6e avant d'etre soutir^e et conditionn£e. 

Ainsi, l'lnvention a done egalement pour objet l'utilisation du 
proc£d6 de decontamination en mycotoxines conforme & l'lnvention pour la 
detoxication de la bi£re au cours d'un proc£d£ brassicole, ledit proc6de brassicole 
1 S faisant intervenir au moins une operation de filtration. 

Cette application particuliere du procede conforme & l'lnvention 
permet non seulement de d6contaminer la bi£re en mycotoxines mais pr£sente les 
avantages suppiementaires : 

- d'ameliorer la qualite des filtrations, en particulier celle de la 
20 maische, compte tenu de ('augmentation de la teneur en fibres dans le gateau de 

filtration ; 

- d'am£liorer la stability de la mousse et 

- de faciliter la clarification du mout au cours de la filtration et de la 

clarification. 

25 L'lnvention a done pour objet un procedfe brassicole comprenant au 

moins une etape de brassage et au moins une etape de fermentation d'un mout, 
caract£ris£ par le fait qu'il comporte en outre au moins une etape de decontamination 
en mycotoxines selon le procede decrit precedemment, ladite etape de 
decontamination ayant lieu simultanement a l'etape de brassage et/ou apres l'etape de 

30 fermentation et 6ventuellement de maturation du mout. 

Selon une premiere forme de realisation de ce procede, l'etape de 
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decontamination est realisee si mul tankmen t & retape de brassage, par mise en contact 
d'un melange de malt moulu et d'eau avec des fibres v6getales insolubles, de 
preference hydrat6es, l'eiimination desdites fibres sur lesquelles les mycotoxines sont 
alors adsorb£es etant realisee par retape de filtration de la maische. 

5 Dans ce cas, les fibres v£g£talcs sont de preference introduites k 

raison de 0,5 k 20 % en poids environ par rapport au poids de malt. 

Selon une deuxieme forme de realisation de ce procede, retape de 
mise en contact du milieu liquide k decontaminer est realisee avant retape de filtration 
d'un mofit fermente et eventuellement mature, par mise en contact de ce moGt avec des 

10 fibres vegetal es insolubles, de preference hydratees, l'eiimination desdites fibres sur 
lesquelles les mycotoxines sont alors adsorbees etant realisee par retape de filtration 
du mout fermente (biere). 

Dans ce cas, les fibres vegetates sont de preference introduites dans 
le motit fermente k raison de 0,05 k 5 % en poids environ par rapport au poids total du 

15 mout. 

Enfin, 1'Invention a pour objet les produits alimentaires au moins 
partiellement decontamines en mycotoxines susceptibles d'etre obtenus par la mise en 
oeuvre du procede de decontamination conforme k 1'Invention et plus particulierement 
les produits alimentaires liquides decontamines tels que la biere et les jus de fruits, 

20 ainsi que les produits alimentaires solides decontamines tels que les poudres 
lyophilisees comme par exemple le cafe, ou bien encore les produits laitiers tels que 
les yaourts et les fromages. 

Outre les dispositions qui precedent, 1'Invention comprend encore 
d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se r6fere a un 

25 exemple de mise en evidence des proprietes d'adsorption d'OTA par des fibres 
v£getales insolubles et criblage preiiminaire de differentes fibres veg£tales, a un 
exemple de mise en evidence de 1'adsorption d'OTA dans un mout brassicole, a un 
exemple d'etude de 1'effet de la temperature sur l'adsotption d'OTA dans un milieu 
liquide modele, a une etude de 1'impact de l'addition de fibres veg6tales insolubles sur 

30 le brassage en microbrassin, a une etude de 1'effet du pH sur 1'adsorption des 
mycotoxines par des fibres de bie, a un exemple de mise en evidence de 1'adsorption 
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de l'OTA sur des fibres v6g£tales dans du jus de raisin, k un exemple de mise en 
Evidence de Tadsorption des aflatoxines Bl par des fibres vdgdtales insolubles, k une 
&ude de Timpact de la micronisation de diff&rentes fibres v£g£tales insolubles sur la 
quantity d'aflatoxines Bl adsorb^e, k une 6tude de Teffet dose-r£ponse de Tadsorption 
5 de Taflatoxine Bl par des fibres de bl6 micronis£es ou non micronis£es, k un exemple 
concernant Tadsorption de TOT A au cours d'un processus brassicole pilote, k un 
exemple d'adsorption de TOT A dans un milieu modele par des fibres de raisin ; ainsi 
qu'aux figures 1 k 8 annexes dans lesquelles : 

- la figure 1 repr6sente Involution de Tadsorption d'OTA par cinq 
10 fibres diff£rentes (Adfimax® 95 y ; Adfimax® 95 ; Adfimax® BW ; Adfimax® 76 et 

Adfimax® 76 m) en milieu liquide module contenant une concentration initiale de 30 
ng d'OTA/ml pour un volume initial de 25 ml et une duree de la mise en contact de 45 
minutes en fonction de la quantity de fibres en grammes par litre de milieu ; 

- la figure 2 repr£sente la mod&isation du ph£nomene d'adsorption 
15 suivant la th6orie de Freundlich, soit le log de la concentration en OTA adsorbte par 

de TAdfimax® BW en fonction du log de la concentration en OTA residue] le dans le 
surnageant. Ceci permet d'estimer la capacite d'adsorption de TOTA et Tafiinite de 
TAdfimax® BW a une temperature de 25°C ; 

- la figure 3 repr6sente la quantite d'OTA (ng) adsorb6e par gramme 
20 de fibres Adfimax® BW en fonction de la concentration initiale du milieu en OTA en 

ng/ml ; 

- la figure 4 repr£sente TefFet de la temperature sur Tadsorption 
d'OTA par des fibres Adfimax® BW ; sur cette figure, les barres noires reprdsentent la 
diminution de la concentration de TOTA (en %) dans le milieu lors de la mise en 

25 contact directe, k diffSrentes temperatures, des fibres avec le milieu contamine ; 

- la figure 5 repr£sente la quantity de filtrat r£cup£ree (ml) en 
fonction du temps (minutes) pour differentes doses d'Adfimax® BW ajoutdes a un 
melange de malt et d'eau au cours d'un processus brassicole ; 

- la figure 6 repr6sente Involution de Tadsorption d'OTA (diminution 
30 de la quantity d'OTA en pourcentage de la quantite initialement presente) dans un 

milieu liquide modele par des fibres Adfimax® BW en fonction des variations de pH ; 
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- la figure 7 repr6sente la difference (en %) de la quantity 
d'Aflatoxine Bl adsorb£e (en ppb) entre la forme micronis^e et non micronis£e ou 
medium des fibres de meme origine et montre que la quantity de mycotoxines 
adsorb£e est li6e h la faille des particules ; 
5 - la figure 8 repr6sente la quantity d'AFBl adsorb£e, exprim£e en 

pourcentage de la quantity d'AFBl initialement pr6sente dans un milieu mod&le, en 
fonction de quantity de fibres utilises (en % pond6ral) ; (carr6 noirs : fibres de bl6 
micronis£es et losanges noirs : fibres de bl£ non micronis^es). 

EXEMPLE 1 ; MISE EN EVIDENCE DES PROPRIETES D'ADSORPTION 
10 D'OTA PAR DES FIBRES VEGETALES 1NSOLUBLES ET CR1BLAGE 

PRELIMINAIRE DE DIFFERENTES FIBRES VEGETALES 

De fa$on surprenante, les Inventeurs ont mis en Evidence que 

Tincorporation de fibres vegetal es dans un milieu liquide model e permet, par 

1'adsorption de l'OTA sur les fibres, de diminuer la quantite de toxine disponible dans 
IS ce milieu. Les tests in vitro reports dans cet exemple ont 6t6 realises afin de 

d£montrer les propri6t6s d'adsorption des fibres v6g6tales micronis£es lorsqu'elles sont 

incorporees dans un milieu liquide containing en OTA et afin de determiner quel est le 

temps de mise en contact necessaire k une adsorption optimale de 1'OTA par ces fibres. 

Ensuite, un criblage de cinq fibres vdgetales diffiSrentes a 6te r£alis£ afin de determiner 
20 quelles etaient les fibres les plus performantes vis-i-vis de 1'adsorption de POTA. 

Chacune des fibres micronis^es utilisees a ete testee par rapport aux fibres non 

micronisees correspondantes. 

1) Protocole experimental 

Une quantite d£termin£e de fibres v6g6tales (environ 20 g/1) est 
25 m61ang£e dans un tube sterile de 50 ml avec 25 ml d'une solution aqueuse renfermant 
2 % de Dextrose (vendu sous la denomination commerciale D(+) glucose 
monohydrate par la societe Merck), 5 % d'extrait de levures (vendu sous la 
denomination commerciale Extrait de levures en Poudre par la society ICN 
Biomedical) et 1 % de peptone (vendu sous la denomination Peptone par la soci6t£ 
30 Duchefa), prealablement sterilis6e a 121°C pendant 15 minutes. Cette solution 
aqueuse prSsente un pH compris entre 6,0 et 6,2 et est d6nommee "DYP" dans ce qui 
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suit (milieu module). La solution DYP est ensuite containing par une quantity 
variable d'une solution d'OTA dans 1'ethanol. La concentration d'OTA dans le milieu 
liquide modele est de 57 ng/ml. Le contenu du tube est ensuite homog6n£is6 par 
agitation manuclle pendant 30 secondes, puis le tube est place & agiter k 90 tours par 

5 minute (tpm) dans une chambre thermostatic h 25°C pendant 45 minutes. Un 
traitement contr61e sans adsorbant (temoin), c'est-a-dire sans fibre vegetale, est 
eflectue pour chaque experience, et chacune de ces experiences est r£alis£e trois fois. 

La suspension est ensuite centrifug6e h 1830 g pendant 10 minutes & 
une temperature de 25°C puis le culot est s£par£ du sumageant. On extrait ensuite 1 ml 

10 de sumageant dans un tube sterile par 9 ml d'une solution de methanol : eau (50 : 50 ; 
v/v). Le tube est ensuite vortex6 pendant 30 secondes, puis centrifuge pendant 10 
minutes a 820 g a une temperature comprise entre 5 et 10°C. Cet extrait est ensuite 
dilu6, filtre et analyse par chromatographic liquide haute performance (HPLC). 

Le systeme HPLC consiste en une pompe & regime isocratique 

15 Perkin Elmer® LC049 vendue par la societe Norwalk (USA) avec une boucle 
d'injection de 50 jal vendue sous la denomination Rheodyne® par la societe Cotati 
(USA), equipee d'une colonne Cis d'une longueur de 150 mm et d'un diametre de 4 
mm vendue sous la denomination Hypersil® BDS, d'une porosite de 3 nm, vendue par 
la societe Tracer Analytica (Espagne), d*un detecteur a fluorescence RF 551 vendu par 

20 la societe Shimadzu (Japon) muni d'une lampe xenon d'une puissance de 150 W regie 
a une longueur d'onde d'excitation (Xexcitation) <te 332 nm et a une longueur d'onde 
demission (Mission) de 462 nm, d'un integrateur SP4290 vendu par la societe Spectra 
Physics (USA). La phase mobile est composee d'un melange acetonitrile/eau/acide 
acetique (450/540/10 ; v/v) filtre sur membrane de 0,25 nm et d6gazee a I'heiium 

25 pendant 1 5 minutes. Le debit de la phase liquide est fixe a 1 ml/mn a une pression 
comprise entre 2900 et 3000 psi. 

La quantite d'OTA totale adsorbee est obtenue par difference entre la 
quantite initiale et finale pr6sente dans le sumageant. 

Dans cet exemple, les fibres suivantes ont ete utilisees : Adfimax® 

30 95 y, Adfimax® 95, Adfimax® BW, Adfimax® 76, et Adfimax® 76 m, et ce a 
differents dosages ; 
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2) Rlsultats 

Les nisuhats obtenus sont reports dans les tableaux 1 a IV ci-apres 
ainsi que sur la figure 1 annexee. 

Les pourcentages d'OTA adsorbees sur l'Adfimax® BW en fonction 
5 de la duree de la mise en contact, avec le milieu modele contenant 57 ug/1 d'OTA, a 
un pH compris entre 6,0 et 6,2 sont reportes dans le Tableau I ci-apres : 

TABLEAU 1 





Diminution de la concentration en OTA (%) 


Duree de la period e de mise en contact 
(hcures) 


Quantitc d'Adfimax® BW (g/1) 


3 


24 


48 


0 (Contrdle) 


0 


0 


0 


10 


46,7 


52,5 


49,8 


16 


59,8 


65,3 


61,6 


20 


68,9 


69,7 


71,7 


30 


68,0 


72,3 


73,6 



Ces resultats montrent que l'adsorption des fibres ne varie pas entre 
3 et 24 heures. Par ailleurs, la quantity d'OTA adsorbee augmente en fonction de la 
quantity de fibres pr6sentes dans le milieu. 

Les effets de durSes de mise en contact inferieures a 24 heures sur le 
taux d'adsorption d'OTA (en %) par les fibres (20 g de fibres Adfimax® BW par litre 
de milieu liquide modele a pH 5,2 contenant 35 ng d'OTA/ml) sont reports dans le 
Tableau II ci-apres : 



10 



15 
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TABLEAU 11 



Durcc de la misc en contact (en minutes) 


% d'OTA adsorb^ 


0 


0 


5 


21 


15 


20 


45 


25 


90 


29 


169 


28 


360 


30 


1440 


43 



Ces r6sultats montrent que 1'adsorption se produit ttis rapidement 
(entre 5 et 45 minutes environ) et que celle-ci se maintient au moins pendant toute la 
5 dur6e de Texp6rience. 

Les effets de la micronisation sur la quantity d'OTA adsorb6e par des 
fibres Adfimax® BW et leur matifcre premiere non-micronis6e sont reports dans le 
Tableau III ci-apr&s : 



TABLEAU HI 





Quantite d'OTA adsorbee (%) 


Quantitc de fibres 
(g/1) 


Matiere premiere non 
micronis£es 


Adfimax® BW 


20 


17% 


33% 


30 


22% 


37% 



10 

Ces resultats montrent que la micronisation permet d'ameliorer les 
propriety d'adsorption des fibres. 

La figure 1 annex6e repr^sente les quantity d'OTA respectivement 
adsorbees par cinq fibres differentes (Adfimax® 95 y : triangles pleins ; Adfimax® 
15 95 : carrSs pleins ; Adfimax® BW : croix ; Adfimax® 76 : ronds pleins et Adfimax® 
76 m : triangles vides) en milieu DYP contenant une concentration initiale de 30 ng 
d'OTA/ml pour un volume initial de 25 ml et une durSe de mise en contact de 45 
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minutes. Sur cette figure, le pourcentage d'OTA rdsiduelle est exprime, pour chaque 
fibre, en fonction de la quantity de fibres en grammes par litre de milieu DYP. 

Les rSsultats representes sur la figure 1 montrent que meme k des 
concentrations aussi faibles que 5 g de fibres par litre de milieu, on observe une bonne 

5 adsorption de l'OTA, en particulier avec l'Adfimax® 95 y. 

EXEMPLE 2 : M1SE EN EVIDENCE DE L'ADSORPTION DE L'OTA DANS 
UN MOUT BRASS1COLE 

Une quantity determine de fibres Adfimax® BW (20 g/l) est 
m61ang6e avec 47 ml de mout clarifi6 containing par 1,5 fig d'OTA/l. Le contenu du 

10 tube est ensuite homog6n£is6 par agitation manuelle pendant 30 secondes, puis le tube 
est place k agiter k 90 tours par minute (tpm) dans une chambre thermostatic k 25°C 
pendant 45 minutes. Un traitement controle sans adsorbant (t£moin), c'est-a-dire sans 
fibre v6g£tale, est egalement realise pour chaque experience afin de verifier 
r^ventuelle disparition spontanie d'OTA. Chaque essai a 6t6 realise en triple. 

15 La suspension est ensuite centrifug£e a 1830 g pendant 10 minutes k 

une temperature de 25°C puis le culot est s6pare du surnageant et extrait de la fa<jon 
suivante : 20 ml de surnageant est dilu6 avec 2,5 ml d'eau contenant 4 % en poids de 
bicarbonate de sodium et 7,5 ml de tampon phosphate (PBS). Le melange est ensuite 
centrifuge pendant 10 minutes k 820 g k une temperature comprise entre 5 et 10°C. 

20 22,5 ml du surnageant est ensuite injecte dans une colonne dMmmunoaffinite vendue 
sous la denomination OchraTest® par la societe Vicam a raison de 1 a 2 ml/minute, 
ladite colonne ayant prealablement ete conditionnee par 20 ml d'une solution de PBS. 
La colonne est ensuite rincee par 10 ml d'eau puis eiuee au methanol (2 ml) puis a 
l'eau (2 ml). 20 ml d'air atmospherique sont ensuite passes sur la colonne pour 

25 collecter tout reiuat qui est ensuite filtr6 sur un filtre dont le diametre des pores est de 
0,45 jim puis analyse par HPLC selon le protocole decrit ci-dessus a Texemple 1 . 

Les valeurs d'adsorption sont ensuite compares a l'isotherme 
empirique de Freundlich qui est donne par liquation (I) suivante : 

C a = k*C r n (I) 

30 dans laquelle : 
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- C a est la quantity d'OTA adsorbee par unite de poids d'adsorbant 

(Mfi/g) ; 

- C r est la concentration d'OTA non adsorbs & l'equilibre (Mg/ml) ; 

- k est une constante relative & la capacity d'adsorption de 1'adsorbant 

5 pour I'OTA et 

- n est une constante relative & I'affinite de 1'adsorbant pour l'OTA. 
Les courbes de regression Hn6aire ont 6t6 calcuiees entre les valeurs 

logarithmiques de C a et de C r et un coefficient de correlation R 2 a ete utilise pour 

verifier la validity de la courbe. 
10 Afin d*6valuer la cin£tique du ph6nomene d'adsorption observe, une 

experience est menee au cours de laquelle une quantite de fibres correspondant k une 

proportion de 1 1 g/1 est mise en contact avec du moflt prealablement contamine k des 

doses croissantes d'OTA (de 0 a 2,5 ng/ml). L'analyse de Tadsorption de POT A est 

effectu6e comme decrit ci-dessus. 
15 2) Resuhats 

Les resultats obtenus sont reportes dans le tableau IV ci-apr&s ainsi 

que sur les figures 2 et 3 annexees. 

La figure 2 repr6sente l'isotherme de Freundlich du log de la quantite 

d'OTA adsorbee par unite de poids d'Adfimax® BW en fonction du log de la 
20 concentration en OTA r6siduelle dans le surnageant. Ceci permet d'estimer la capacite 

d'adsorption de l'OTA et 1'affmite de l'Adfimax® BW h une temperature de 25°C. 

La figure 3 represente la quantite d'OTA (ng) adsorbee par gramme 

de fibres Adfimax® BW en fonction de la concentration initiate du milieu en OTA en 

ng/ml. 
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TABLEAU IV 



Quantity dc fibres (g/l) 


Quantity d'OTA adsorbfc (%) 


1 


6±3 


5 


12 ± 3 


15 


22 ±3 


20 


28 ±2 


30 


35 ±2 


40 


41 ±4 



Ces r6sultats montrent que les fibres Adfimax® BW sont capables 
d'adsorber 1'OTA dans le motit brassicole. Us montrent £galement que la quantity 

5 d'OTA adsorb£e augmente avec la quantity de fibres pr£sente dans le mofit brassicole. 
Par ailleurs, le module empirique de Freundlich represent^ sur la figure 2 correspond 
aux valeurs expdrimentales de ^adsorption d'OTA par les fibres Adfimax® BW avec 
un coefficient de relation R 2 de 0,8786. La capacity d'adsorption des fibres, calcutee 
par la constante d'adsorption de Freundlich, etait de 29,5 mg d f OTA/g de fibres et la 

1 0 constante d'affmite de 2,08 ml/g de fibres. 

Enfin, les r6sultats repr6sent6s sur la figure 3 montrent que la 
relation entre la quantity d'OTA adsorbs par gramme de fibres et la quantite d'OTA 
initialement pr6sente dans le milieu a d£contaminer est lin£aire. 

A titre comparatif, les phyllosilicates, les terres de diatomees, la 

15 bentonite, Paluminosilicate HSCAS et la cho!6t6ramine, connus pour leur propria 
adsorbantes vis-a-vis des mycotoxines et testes dans les memes conditions ont 
respectivement donn6 les capacites d'adsorption suivantes : 0,3 a 0,44 ; 0,5 a 1,5 ; 1,5- 
9,0 ; 2,2 et 9,6 mg/g. Ces valeurs sont plus faibles que celles obtenues avec les fibres 
Adfimax ® BW. 

20 EXEMPLE 3 ; EFFET DE LA TEMPERATURE SUR L'ADSORPTION D'OTA 
DANS UN MILIEU LIOUIDE MODELE 

Selon le proced6 conforme a 1'Invention, et tel que d6crit 
precedemment, il a 6te indiquS que la decontamination de la btere au moyen de fibres 
vegetales insolubles peut etre r£alisee sans modification majeure du processus 



i 
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brassicole et en particulier simultan6ment a retape de brassage, lors du melange du 
malt moulu et de 1'eau. Etant donn£ que ce melange est ensutte porte k des 
temperatures allant jusqu'A 78°C, il est important de d£montrer que Tadsorption a bien 
lieu k de telles temperatures. 
5 1) Protocole experimental 

Le milieu module synthetique DYP contamine est prtalablement 
traitd de la meme manure que dans I'exemple 1 ci-dessus. 

Afin d'etudier Teffet de la temperature sur l'adsorption de 1'OTA par 
les fibres, le milieu DYP contamin6 est porte k des temperatures de 12, 25, 63 et 72 °C 
10 pendant 10 k 15 minutes avant introduction des fibres Adfimax® BW. Une mise en 
contact de 45 minutes est ensuite realisee k chacune de ces temperatures dans un bain- 
marie thermostate. A chaque temperature, TOTA adsorbee sur les fibres est quantifier 
La separation, I'extraction, la purification et l'analyse de la quantite 
d'OTA sont effectuees selon le protocole decrit ci-dessus k Texemple 1 . 
15 2) Resultats 

Les resultats obtenus, c'est-&-dire Peffet de la temperature sur 
1'adsorption d'OTA par des fibres Adfimax® BW, sont repr6sent6s sur la figure 4 
annex£e. 

Sur cette figure, les barres noires representent Tadsorption d'OTA 
20 (en %) lors de la mise en contact directe des fibres avec le milieu contamine et ce a 
chacune des temperatures test6es (adsorption directe). 

Ces resultats montrent qu'une hausse de temperature provoque une 
diminution de l'adsorption de l'OTA sur les fibres. 

EXEMPLE 4 : ETUDE DE L'IMPACT DE L' ADDITION DE FIBRES 
25 VEGETALES INSOLUBLES SUR LE BRASSAGE EN MICROBRASSIN 

Le but de cet exemple est de verifier que introduction de fibres 
veg6tales insolubles dans du malt n'a pas d'impact n6gatif sur le brassage. 
1) Protocole experimental 

100 grammes de malt sont pesos dans un cylindre dont la tare est 
30 connue et y sont melanges avec 350 ml d'eau "osmose inverse" (OI) a 63°C. Dans 
differents cylindres sont ajoutes differentes quantites de fibres Adfimax® BW 
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prialablcment saturgcs en OI, afin d'y obtenir les proportions de 0,5 ; 1 ; 2 ; 5 ; 10 et 
15 % de fibres. Le contenu des cylindres est ensuite soigneusement m6lang6 puis les 
cylindres sont ins£r£s dans un bain-marie thermostat^ a 63°C, chacun 6tant surmont£ 
d'un agitateur. Le diagramme de temperature est le suivant : 30 minutes & 63°C, 20 
5 minutes a 72°C et 1 minute h 78°C. Les cylindres sont ensuite retires du bain-marie, 
rapidement s6ch6s et pes6s, puis leur contenu est pass6 sur un filtre en cellulose 
reposant sur un pied gradu£ de 500 ml. Le volume du filtrat est note suivant le temps. 

Lorsque la filtration est achevge, on mesure la density de chaque 
mout ainsi obtenu, ce qui permet de calculer le rendement d' ex trait (pourcentage des 
10 matidres solubles contenues dans les grains effectivement mises en solution dans le 
mofit) ainsi que sa couleur sur r£chelle 61abor£e h cet cffet par la "European Brewing 
Convention" (EBC). 

Afin de mesurer la fermentabilitd du moOt (attenuation limite), 100 
ml de mout sont alors pr£lev6s et melanges st6rilement dans une bouteille avec 20 ml 
1 5 d'une suspension de levures de brasserie. 

Dans cet exemple, chaque experience est r6alis£e deux fois et des 
mesures identiques sont 6galement effectuSes sur un mout n'ayant pas £t6 mis en 
contact avec des fibres afin de servir de controle. 

2) Rlsultats 

20 Les r£sultats obtenus sont reports dans le tableau V ci-aprds : 



TABLEAU V 



Quantite de fibres (% 
en poids) 


Densite (g/100 g) 


Rendement 
d'extrait (%) 


Couleur 
(EBC) 


Attenuation 
limite (%) 


0 (Contrdle) 


18,9 i 


74,72 


12 


86,67 


0,5 


18,7 


74,92 


12 


86,63 


1 


18,2 


74,53 


12 


86,26 


2 


18,2 


74,76 


12 


85,27 


5 


17,7 


76,61 


13 


86,72 


10 


17,9 


78,57 


14 


87,93 


15 


17,1 


81,35 


14,5 


85,50 
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La figure 5 annex6e repr&ente la quantity de filtrat r6cup6r6e en ml 
en fonction du temps en minutes pour les difftrentes doses de fibres ajoutles 
(Controle (0 %) : carr^s pleins ; 0,5 % : losanges pleins ; 1 % : triangles pleins ; 2 % : 
losanges vides ; 5 % : ronds vides ; 10 % : ronds pleins ; 1 5 % carr6s vides). 

5 Ces r6sultats montrent que la filtration est aussi grandement 

avantagSe par Paddition de fibres. Par ailleurs, il est important de remarquer que 
Integration du proc6d6 de decontamination conforme k la pr^sente Invention dans un 
processus brassicolc n'a aucune influence negative sur son deroulement et en 
particulier sur la fermentabilite du moflt (attenuation limite). 

10 EXEMPLE 5 ; ETUDE DE L'EFFET DU dH SUR L'APSORPTION PES 
MYCOTOXINES PAR PES FIBRES DE BLE 

Afin d'etudier Timpact du pH, une experience en milieu module a ete 
realis^e, consistant en la mesure de l'adsorption avant et apr&s une descente puis une 
remontee du pH. 

15 1) Protocole experimental : 

Une quantite connue de fibres Adfimax® BW correspondant a la 
concentration de 20 g de fibres/1 est meiangee dans un tube sterile de 50 ml a 25 ml de 
milieu moddle DYP tel que d6crit ci-dessus a Pexemple 1, prealablement containing k 
50 ng d'OTA/ml au moyen d'une solution d'OTA dans de Tethanol. Le pH du milieu 

20 est mesure k 6. 

Le contenu du tube est alors incube, separ6, extrait, purifie et analyse 
comme d6crit ci-dessus a Pexemple 1. 

Paralieiement, le pH de ce mSme DYP est, dans deux autres tubes 
dej& garnis de fibres, abaisse jusqu'i une valeur de 2,2 par ajout d'acide lactique 
25 solide. Le contenu d*un des deux tubes est alors incube, s6par6, extrait, purifie et 
analyse comme decrit ci-dessus a Fexemple 1 . 

Le pH du milieu dans le deuxieme tube est alors remonte k 4,8 par 
ajout de granules d'hydroxyde de sodium. Le contenu du tube est alors incube, separe, 
extrait, purifie et analyse comme dans Texemple 1 . 
30 Chaque experience est effectuee trois fois. 



WO 2005/007794 



PCT/FR2004/001863 



24 

2) jUsujtats : 

Les r£sultats obtenus sont reports sur la figure 6 annexde qui 
repr&ente Involution de P adsorption de POTA (diminution de la quantity d'OTA 
dans le milieu DYP en % de la quantity initialement pr6sente) sur les fibres apris la 
5 descente et aprds la remontSe du pH dans le milieu DYP. Sur cette figure, la barre 
noire correspond aux mesures eflectuSes d pH 6, la barre hachur^e aux mesures 
effectutes h pH 2,2 et la barre blanche aux mesures effectu6es aprts remontde du pH 
de 2,2 h 4,8. 

II est manifeste que plus le pH est bas, plus Padsorption de 1'OTA par les 
10 fibres est forte, atteignant meme pour un pH de 2,2 un pourcentage d'adsorption de 
82,4 %. Le relargage de la toxine lors de la remontte du pH ne semble pas etre aussi 
fort que Paugmentation de Padsorption lors de Pabaissement du pH. 

La diminution du pH permet done, pour une m€me quantite de fibres, 
d'augmenter de fa?on considerable la quantity d'OTA adsorbs par ces fibres. 
>5 EXEMPLE 6 : MISE EN EVIDENCE DE L'ADSORPTION DE L'OTA SUR 
PES FIBRES VEGETALES DANS DU JUS DE RAISIN. 

1) Protocole experimental : 

Une quantity pes6e de fibres Adfimax® BW est m61ang6e a 25 ml de 
jus de raisin achet* dans le commerce et pr&ilablement contamin6 a raison de 400 ng 
20 d'OTA/l de jus de raisin, au moyen de mout naturellement contamin6 par de rOTA. Le 
poids de fibres est calcule afin de corresponds aux concentrations de 20 et 50 g de 
fibres/1 de jus de raisin. 

Les tubes sont ensuite m6Iang6s, purifies, extraits et analyses par 
HPLC comme decrit ci-dessus a Pexemple 2. 
25 Un traitement controle (sans fibre) est men6 parallelement et chacun 

des traitements est effectu6e trois fois. 

2) Resultats 

Les r6sultats concemant la diminution de la quantity d'OTA 
contenue dans le jus de raisin suivant la dose de fibres ajout6e sont reportes dans le 
30 tableau VI ci-apres : 
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TABLEAU VI 



Dose de fibre (g/l) 


Pourcentagc d'adsorption 


20 


74 ±1,8% 


50 


84,8 ± 2,4 % 



Ces resultats montrent que la mise en contact de jus de raisin avec 
ces fibres conduit & une bonne diminution de la concentration en OTA. Le pourcentage 
5 d'adsorption est tres 61ev6, cela pouvant Stre attribue en partie & Pacidite du jus de 
raisin. 

EXEMPLE 7 : MISE EN EVIDENCE DE L'ADSORPTION PES 
AFLATOXINES Bl PAR PES FIBRES VEGETALES 1NSOLUBLES 

Une quantity d6termin£e de fibres v6getales (Adfimax® BW : 20 g/l) 

10 est introduite dans un tube sterile de SO ml et m61ang£e avec 25 ml de tampon 
phosphate a pH 7 (PBS), prealablement contamin£ par les aflatoxines Bl (environ 8,5 
ppb). Apres homog6n£isation manuelle pendant 30 secondes, le tube est place h agiter 
h 90 tours par minutes dans une chambre thermostatic h 25°C pendant 45 minutes. Un 
traitement controle sans adsorbant a servi de temoin. 

15 A l'echeance, la suspension est ensuite centrifugie a 1830g pendant 

10 minutes a 25°C, puis le culot est s6par6 du surnageant. L'essai est realise trois fois. 

Les aflatoxines Bl (initiates et r6siduelles) sont analys6es par une 
methode immunochimique ELISA de competition directe a l'aide du test sp6cifique 
quantitatif a haute sensibility vendu sous la denomination commerciale Veratox® HS 

20 par la society Neogen Corporation (USA). Le protocole pr£conis£ par le foumisseur de 
ce test a et6 utilise. 

Ce test immunochimique (ELISA) a ete realise de manifere suivante : 

- d6pot de 100 ^1 de conjugu6 dans chaque micropuits non tapisse 

d'anticorps ; 

25 - ajout de 100 p.1 de standard ou de 1 00 pi d'£chantillon et melange ; 

- prelevement de tout le melange et son depot dans un micropuits 
tapisse d'anticorps ; 

- incubation pendant 1 0 minutes a temperature ambiante ; 
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- lavage cinq fois avec de Peau d£sionis£e ; 

- depot de 100 \x\ de substrat ; 

- incubation pendant 10 minutes & la temperature ambiante ; 

- ajout de 100 \i\ de solution "Red Stop" fournie avec le test pour 
5 arr€ter la reaction substrat-enzyme. 

En paraltele, on realise la mime experience & pH 3 dans un milieu 
PBS (dont le pH a 6t6 ajuste & 3 avec de 1'acide lactique) ainsi qu'une courbe 
d^talonnage avec des standards. 

La density optique des colorations est ensuite lue & une longueur 
10 d'onde de 620 nm a l'aide d'un lecteur de microplaque vendu sous la denomination 
commerciale Labsystem Multiscan MCC/340-RS232C (Labsystems, Finlande). 

La limite de detection et la limite de quantification de cette methode 
analytique sont respectivement estimees & 3 et 10 ppt alors que le pourcentage de 
recuperation est de 1 00 % 
IS Les resultats de cet essai sont presentes dans le Tableau .VII ci- 

apres : 



TABLEAU VII 



Durce de mise en contact 
(min) 


Aflatoxines Bl adsorbees 
a pH 7 (%) 


Aflatoxines Bl adsorbees 
a pH 3 (%) 


0 


0 


0 


5 


66 


72 


25 


68 


69 


45 


68 


70 


120 


67 


74 , 



Ces resultats montrent que I'Adfimax ® BW permet d'adsorber une ' 
grande quantite d'aflatoxines Bl, et ce des 5 minutes de contact, a pH neutre comme a 
20 pH acide. 
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EXEMPLE 8 : ETUDE PE L'IMPACT DE LA MICRONISATION DE 
D1FFERENTES FIBRES VEGETALES INSOLUBLES SUR LA OUANT1TE 
D'AFBl APSORBEE 

Cet exemple a pour but d'6tudier in vitro 1'impact de la micronisation 
5 de diflferentes fibres. v£g£tales insolubles sur la quantity d'aflatoxine Bl (AFB1) 
adsorb£e. 

Dans cet exemple, les fibres suivantes ont 6t6 utilises : 

- Fibres de bl£ non micronis£es (Adfimax® 48 y) et micronis£es 

(Adfimax® BW), 

10 - Bale d'avoine (Adfimax® 82 y) et fibres d'avoine micronis6es 

(Adfimax® 82), 

- Fibres d'orge medium (Adfimax® 76 "m") et micronis£es 

(Adfimax® 76), 

- Fibres de pomme medium (Adfimax® 75 M m") et micronis6es 

15 (Adfimax® 75). 

Cette 6tude a £te r£alis£e dans un milieu module constitu£ par 25 ml 
de solution de PBS k un pH = 3 (25 ml par flacon), chaque flacon 6tant contamin£ par 
environ 8 ppb d'AFBl. Les fibres v£g£tales sont ensuite introduites dans le milieu 
containing a raison de 20 g/1. Chaque flacon est stocke en chambre noire a une 

20 temperature de 25°C sur une table agitante pendant 45 minutes. lis sont ensuite 
centrifuges a 3000 t/min a 25°C pendant 10 minutes. Le surnageant est alors r£cup£r£ 
de maniere a arr&er Tadsorption de PAFBl par les fibres et la concentration d'AFBl 
r£siduelle (c'est-&-dire non adsorb£e) est dos£e dans chacun des surnageant par un test 
ELISA ("Veratox® for Aflatoxin HS" vendu par la soci£t£ Neogen Corporation, 

25 USA). Chacune de ces experiences est r£alisee trois fois. 

Les r6sultats obtenus sont reports sur la figure 7 annex£e sur 
laquelle on repr£sente Paugmentation de la quantity de mycotoxine adsorbee par des 
fibres micronis£es (en %) par rapport aux fibres non micronis£es de meme origine et 
par des fibres micronisees (en %) par rapport aux fibres medium de meme origine. 



WO 2005/007794 



PCT/FR2004/001863 



28 

Cette figure montre, qu'au sein des adsorbants biologiques, )c 
traitement de micronisation a un effet tr£s positif sur 1'adsorption. Elle montre 
6galement que plus le produit est fin plus il adsorbe. 

Par ailleurs, parmi les fibres micronis£es, on constate que les fibres 
5 d'avoine micronis6es permettent l'adsorption totale de l'AFBl, mettant ainsi en 
Evidence l'efficacite remarquable des adsorbants naturels conformes & 1'Invention. 
EXEMPLE 9 ; ETUDE DE L'EFFET DOSE-REPONSE LORS DE 
L'ADSORPTION DE L'AFBl PAR DES FIBRES DE BLE MICRON1SEES OU 
NON MICRONISEES 
10 Le but dc cet exemple est de determiner k partir de quelle dose les 

fibres de bl6 micronis£es (Adfimax ® BW) et non micronis6es (Adfimax ® 48 y), 
adsorbent la meme quantite d'AFB 1 . 

L'exp&ience a 6t6 r£alis6e dans du tampon PBS h pH 3 (le pH 6tant 
ajust£ avec de 1'acide lactique). Le tampon PBS a initialement 6t6 containing a une 
1 5 teneur d'en viron 8 ppb d'AFB 1 . 

L'efFet dose r£ponse-r6ponse a 6t6 6valu6 pour des doses de 0,5 %, 
1 %, 2 %, 5 % et 10 % en poids de chacune des deux fibres £tudi€es ; le dosage de 
l'AFBl 6tant r£a1is6 comme decrit ci-dessus h 1'exemple 8. 

Les r6sultats obtenus sont repr6sent£s sur la figure 8 annex6e sur 
20 laquelle l'adsorption d'AFB 1, exprim6e en pourcentage de reduction de la 
concentration d'AFB 1 dans le surnageant par rapport a la concentration initialement 
pr6sente, est fonction de quantity de fibres utilises (en % pond£ral) ; les carr£ noirs 
correspondent aux fibres de ble micronis6es, les losanges noirs correspondent aux 
fibres de bl£ non micronis£es. 
25 Ces resultats montrent que les fibres de bl6 micronis6es sont 

nettement plus performantes vis-a-vis de l'adsorption de l'AFBl. 

D'un point de vue commercial, il est interessant de remarquer que la 
dose de 0,75 % de fibres de bl6 micronis^es a le meme effet que la dose de 5 % de la 
meme fibre non micronisde. Ces quantity adsorbent, toutes deux, 50 % d'AFB 1 du 
30 milieu module a pH 3 containing initialement a environ 8 ppb. Par cons6quent, 
Tutilisation de fibres vegetales micronisees presente un grand int£ret commercial dans 
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la mesure ou cela permet de diminuer la quantity de mati&re premiere n6cessaire a 
l'adsorption d*une quantity de mycotoxines donn£e. 

EXEMPLE 10 : CONFIRMATION DE ^ADSORPTION DE L'OTA AU 
COURS D'UN PROCESSUS BRASS1COLE PILOTE 
5 1) Protocole experimental : 

3 brassins ont 6t6 r£a)is6s sur une brasserie pilote : un brassin t£moin 
et deux brassins dans lesquels on a ajout6 de PAdfimax® BW k une dose de 10 % en 
poids par rapport au malt. 

Les conditions exp&rimentales sont r6sum6es dans le Tableau VIII 

10 ci-apr6s : 



TABLEAU VIII 





Brassin 
tlmoin 


Brassin Al 
(avec Adfimax® BW) 


Brassin A2 
(avcc Adfimax® BW) 


Quantity de malt (kg) 


40 


40 


40 


Quantite d'Adfimax ® 
BW (kg) 


0 


4 


4 


Quantite d'eau (en litre) 


140 


140 


140 



2) R6sultats ; 

Les resultats obtenus sont pr6sent£s dans le Tableau IX ci-apr6s : 
15 TABLEAU IX 





Brassin tdmoin 


Brassin Al 


Brassin A2 


Quantite totale d'OTA 
dans la biere (ng/lot) 


8,66 


1,44 


1,96 



On observe done une reduction de la contamination totale en OTA 



dans la biere finale d'environ 80 %. 

EXEMPLE 11 : MISE EN EVIDENCE DE L'ADSORPTION DE L'OTA SUR 
PES FIBRES DE RAISINS DANS UN MILIEU MODELE 
20 1) Protocole experimental : 

Le milieu modele synth&ique DYP contamine a prealablement et6 
trait6 de la meme maniere que dans Pexemple 1 ci-dessus. Le DYP a et6 contamine en 
OTA a une valeur d'environ 45 ng/ml. 
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Dans cet exemple, deux sortes de fibres de raisin micronis^es ont 6t6 
testtes : des fibres de p6pins de raisin micronis&s vendues sous la denomination 
commerciale Adfimax® 64 et des fibres de pulpes de raisin micronis£es vendues sous 
la denomination commerciale Adfimax® 59. 
5 Les fibres utilises ont 6t6 introduites dans le milieu containing k 

raison de 20 g/l. 

Pour chacune des deux fibres testes, Texp6rience a 6t6 men£e k pH 
6,3 (milieu DYP normal) ainsi qu'k un pH de 4,5 correspondant au milieu DYP normal 
dont le pH k 6t6 ajust£ k 4,5 avec de l'acide lactique. 
10 Le temps de contact du milieu containing avec les fibres a 6t6 de 45 

minutes. 

La quantity d'OTA r£siduelle dans le milieu a 6t6 d6termin£e comme 
indiqug ci-dessus k Texemple 1 . 

2) RSsultats : 

15 Les r6sultats concernant le pourcentaee d'adsorption d'OTA sont 

reportfe dans le Tableau X ci-apr&s : 



TABLEAU X 



Nature de fibres utilisees 


Adsorption de TOTA 
a pH 6,3 (en %) 


Adsorption de l'OTA 
a pH 4,5 (en %) 


Fibres de pepins de raisin 


7 


30 


Fibres de pulpes de raisins 


35 


68 



Ces rdsultats montrent que le pourcentage d'adsorption de la fibres 
20 de pulpes de raisins vis-^-vis de POT A est tres 61ev6, ce qui est tres int&essant d'un 
point de vue commercial puisque le precede conforme a Tlnvention peut etre appliqu6 
a la decontamination en mycotoxines du vin ou du jus de raisin. 
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REVENDICATIONS 

I . Proc£d£ biologique de decontamination des mycotoxines dans un 
milieu alimentaire liquide, caract6ris6 par le fait qu'il comprend au moins les Stapes 
suivantes : 

5 - Tadsorption d'au moins une partie des mycotoxines susceptibles 

d'etre pr£sentes dans le milieu alimentaire liquide & ddcontaminer par mise en contact 
dudit milieu avec des fibres v6g£tales insolubles, et 

- rumination desdites fibres sur lesquelles les mycotoxines sont 

adsorbles. 

10 2. Proc6d£ selon la revendication 1, caract£ris£ par le fait que les 

fibres vegetates insolubles sont des fibres issues : 

- de v£g£taux alimentaires choisis parmi les c£r6ales, les 
tegumineuses, les plantes potagdres, et les fruits y compris tropicaux ; 

- de v£g£taux issus de 1'industrie du papier choisis parmi les arbres, 
1 5 la canne k sucre, le bambou et la paille de c£r£ales. 

3. Proc6d£ selon la revendication 2, caract6ris6 par le fait que les 
fibres issues de v£g£taux alimentaires sont des fibres issues de c6r£ales et sont 
choisies parmi les fibres de bl£, d'orge, d'avoine, de mais, de millet, de riz, de seigle, 
de sorgho, et leurs equivalents malt£s. 
20 4. Proc£d£ selon la revendication 2, caract£ris6 par le fait que les 

fibres v6g£tales insolubles sont choisies parmi les fibres issues des pommes, des 
poires, des grains de raisins, des graines de lupin et de soja, des tomates, des pois et du 
cafe. 

5. Proc£d6 selon Tune quelconque des revendications pr£c£dentes, 
25 caract£ris£ par le fait que les fibres sont choisies parmi les fibres micronis£es. 

6. Proc£d6 selon la revendication 5, caract£ris£e par le fait que les 
fibres se prfesentent sous la forme de microparticules dont au moins 90 % de la masse 
totale des microparticules pr£sentent une taille infifcrieure ou 6gale h 700 pm. 

7. Procede selon la revendication 6, caracteris6 par le fait que les 
30 fibres se presentent sous la forme de microparticules dont au moins 90 % de la masse 

totale des microparticules presentent une taille inf£rieure ou egale a 200 \im. 
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8. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications pr£c£dentes, 
caract£ris6 par le fait qu'il comprend en outre une 6tape pr£liminaire au cours de 
laquelle les fibres sont hydrates. 

9. Proc&te selon Tune quelconque des revendications pr£c£dentes, 
5 caract£ris6 par le fait que la quantity de fibres v6g6tales introduite dans le milieu 

liquide & d6contaminer est comprise entre 0,1 et 20 % en poids par litre de milieu. 

10. Proc&te selon Tune quelconque des revendications pr£c£dentes, 
caract£ris6 par le fait que la mise en contact du milieu alimentaire avec les fibres 
v6g6tales est r6alis6e pendant une dur6e comprise entre quelques secondes et 90 

10 minutes. 

1 1 . Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications prec£dentes, 
caract£ris£ par le fait que la mise en contact du milieu alimentaire avec les fibres 
v£g£tales est r£alis£e & un pH compris entre 1,5 et 7. 

12. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, 
15 caract6ris6 par le fait que le milieu est maintenu k une temperature comprise entre 7 et 

80°C pendant toute la dur£e de la mise en contact. 

13. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, 
caracterise par le fait que le milieu est choisi parmi la biere, les melanges de malt et 
d'eau et la maische des processus brassicoles, le vin, le cafe, les jus de fruits, le lait et 

20 les sirops de glucose. 

14. Proc6de selon Tune quelconque des revendications prec&lentes, 
caracteris6 par le fait que T&imination des fibres a la fin de la p£riode de mise en 
contact est r£alis£e par filtration. 

15. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, 
25 caract6ris6 par le fait que les 6tapes de mise en contact du milieu alimentaire liquide a 

d^contaminer avec les fibres veg6tales insolubles d'une part et d'elimination desdites 
fibres sur lesquelles les mycotoxines sont adsorb£es d'autre part sont r6alis6es 
simultanement. 

16. Proc6d6 selon la revendication 15, caract6rise par le fait que 
30 T&ape d'elimination des fibres est une 6tape de filtration et que les fibres v6getales 

insolubles font partie int£grante d'un systeme de filtration. 
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17. Utilisation du procede tel que d6fini k 1'une quelconque des 
rcvendications 1 & 16, pour la detoxication de la bi^re au cours d'un procede 
brassicole, ledit procede brassicole faisant intervenir au moins une operation de 
filtration. 

5 18. Procede brassicole comprenant au moins une etape de brassage 

et au moins une etape de fermentation d'un mofit, caracterise par le fait qu'il comporte 
en outre au moins une etape de decontamination en mycotoxines selon le procede tel 
que defini a 1'une quelconque des revendications 1 k 16, ladite etape de 
decontamination ayant lieu simultaneities h 1'etape de brassage et/ou apr£s retape de 

1 0 fermentation et/ou de maturation du motit. 

19. Proc6d6 selon la revendication 18, caracterise par le fait que 
retape de decontamination est realisde simultanement a 1'etape de brassage, par mise 
en contact d'un melange de malt moulu et d'eau avec des fibres vegetales insolubles, 
reiimination desdites fibres sur lesquelles les mycotoxines sont alors adsorbees etant 

1 5 realisee par retape de filtration de la maische a la fin du brassage. 

20. Procede selon la revendication 19, caracterise par le fait que les 
fibres vegetales sont introduces a raison de 0,5 a 20 % en poids par rapport au poids 
de malt. 

21. Procede selon la revendication 14, caracterise par le fait que 
20 retape de mise en contact du milieu liquide a decontaminer est realisee avant retape de 

filtration d'un moOt fermente et eventuellement mature, par mise en contact de ce mout 
avec des fibres vegetales insolubles, reiimination desdites fibres sur lesquelles les 
mycotoxines sont alors adsorbees etant realisee par 1'etape de filtration du mout 
fermente. 

25 22. Procede selon la revendication 21, caracterise par le fait que les 

fibres v6getales sont introduites dans le mout fermente a raison de 0,05 a 5 % en poids 

par rapport au poids total du mout. 

23. Produits alimentaires au moins parti ellement decontamines en 

mycotoxines, caracterises par le fait qu'ils sont obtenus par la mise en ceuvre du 
30 procede de decontamination tel que defini a 1'une quelconque des revendications 1 h 

16. 
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24. Biere au moins partiellement decontaminee en mycotoxines, 
caracterisee par le fait qu'elle est obtenue par la mise en oeuvre du procede brassicole 
tel que defini a I'une quelconquc des revendications 18 & 22. 
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